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Chemisch aktivierte Glasobjektträger für Gefrier schnitte 
und ihre Anwendung in der Autoantikörper-Diagnostik 
Von K . Stöcker, W. Stöcker, Y . Ritter-Frank und P. C. Seriba 
(Klinik für Innere Medizin der Medizinischen Hochschule Lübeck) 
Mi t 22 Abbildungen und 2 Tabellen im Text 
I m Rahmen der Diagnostik immunologischer Erkrankungen werden histoehemisehe 
Untersuchungsmethoden eingesetzt, um Autoantikörper gegen verschiedene Organe 
nachzuweisen. Dabei inkubiert man in der Regel auf Glasobjektträger Gefrierschnitte 
mit verdünntem Patientenserum und in einem zweiten Schritt mit fluoresceinmarkier-
tem Antihumanserum. Während der Inkubation im wäßrigen Medium lösen sich die 
Gefrierschnitte häufig von den Objektträgern, und die Resultate können nicht mehr 
interpretiert werden. Um diesen Störfaktor auszuschalten, haben wir erstmals für 
Gefrierschnitte nativen Gewebes Methoden der Solicl-Phase-Technik angewendet, mit 
der man Einzelzellen oder auch lösliche Antigene, Antikörper und Enzyme an feste 
Träger binden kann: Vor dem Aufbringen der Gefrierschnitte haben wir Objektträger 
mit reaktiven chemischen Gruppen beschichtet und dadurch erreicht, daß viele Ge-
webe wesentlich besser haften. 
Tabelle 1. Herstellung Aminosilan-Glutardialdehyd-aktivierter Glasobjektträger (Glas-A,-G5) 
Eintauchen: 3 Ii in 2% Aminoethyl-aminopropyl-trimethoxysilan in Ethanol/Wass ;er( l / l ) 
Waschen: 3 x 1 min in Ethanol 
Trocknen : mit Preßluft 
Erwärmen : 2 h auf 70 °C 
Eintauchen: 6 h in 5 % Glutardialdehyd in Wasser 
Waschen: 3 X 15 min in Wasser 
Trocknen: mit Preßluft 
I n Tabelle 1 ist eines dieser Aktivierungsverfahren beschrieben: Man behandelt 
Glasobjektträger mit einem Aminosilan (Aminoethylaininopropyltriniethoxysilan, 
Firma Wacker, München: Silan GF 91) und anschließend mit Glutardialdehyd. Eine 
theoretische Deutung für den Reaktionsmeehanismus ist in Abb. 1 gegeben. Danach 
werden durch die Aktivierung Aldehydgruppen kovalent an die Glasoberfläche ge-
koppelt, mit denen freie Aminogruppen der im Gewebe enthaltenen Skieroproteine 
reagieren. Neben der Behandlung mit Aminosilan und Glutardialdehyd wurden wei-
tere Aktivierungsverfahren geprüft, z. B. eine Beschichtung der Glasoberfläche mit 
Polylysin (Tabelle 2). 
Mit Hilfe einer einfachen Versuchsanordnung wurde die Haftfestigkeit der Gefrier-
schnitte gemessen („Scherdruckversuch", Abb. 2). Für diesen Versuch wurden native 
Gefrierschnitte frisch angefertigt, mit aktivierten oder unbehandelten (mit Chrom-
schwefelsäure gereinigten) Glasobjektträgern vom Messer des Kryotoms abgenom-
men, aufgetaut und eine Stunde lang bei Zimmertemperatur getrocknet. Danach 
wurden die Objektträger 24 Stunden lang in phosphatgepufferte Kochsalzlösung ge-
taucht (PBS; 0,15 M ; ] M 7,0; mit 0,2% Tween 20). Durch einen dünnen Schlauch 
wurden dann jeweils 500/«l dieser Lösung auf den eingetauchten Gefrierschnitt ge-
spritzt, zuerst mit 9/J/s, dann mit stufenweise verdoppelter Geschwindigkeit. Der 
Gefrierschnitt wurde dabei mit einem Stereomikroskop beobachtet. 
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Abb. 1. Theoretisches Modell für die chemische Kopplung eines Gefrierschnittes an die Glasober-
fläche mit Aminosilan und Glutardialdehyd. 
Tabelle 2. Herstellung Polylysin-aktivierter Glasobjektträger (Glas-PL 0 f l) 
Überschichten: 4 h mit 0,1 % Polylysin in Wasser 
Waschen: 3 x 15 min in Wasser 
Trocknen: mit Preßluft 
Abb. 2. Vorrichtung für den „Scherdruckver-
such". 
Abb. 3a zeigt den Gefrierschnitt eines humanen Pankreas auf einem unbehandel-
ten Glasobjektträger nach 24 Stunden Inkubation. Teile des Gewebes haben sich be-
reits abgelöst. Auf einem mit Aminosilan und Glutardialdehyd behandelten Glas-
objektträger waren dagegen noch alle Strukturen erhalten (Abb. 4a). Bei einer Be-
strahlung mit 625 ^1/s löste sich im bestrahlten Bereich das gesamte Pankreasgewebe 
vom unbehandelten Objektträger (Abb. 3b), vom aktivierten Objektträger lösten 
sich die Zellen, das Bindegewebe blieb aber stehen (Abb. 4b). 
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Abb.3. Humanes Pankreas auf unbehandeltem Glas: a) nach 24 Stunden Inkubation in PBS, 
b) nach zusätzlicher Bestrahlung mit 625//I PBS/s. 
Die Geschwindigkeit, die gerade ausreichte, um die untersuchten Strukturen in 
einem Bezirk von mindestens einem Millimeter Durchmesser vollständig abzulösen, 
wurde als Maß für die Haftfestigkeit der Strukturen verwendet. Sie wurde bei jedem 
Objektträger an je zehn verschiedenen Stellen bestimmt. Die kleinen Quadrate in den 
Abb. 5 und 8—10 geben die Mittelwerte der Ergebnisse von fünf Objektträgern an, 
daneben ist die Standardabweichung eingetragen. 
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Abb. 4. Humanes Pankreas auf Aminosilan-Glutardialdoh vcl-akti viert cm Glas: a) nach 24 Stun-
den Inkubation in PBS, b) nacli zusätzlicher Bestrahlung mit 625//l PBS/s. 
Wie die Abb. 5 zeigt, hafteten die Acinuszellen des Pankreas auf dem Aminosilan-
Glutardialdehyd-aktivierten Objektträger nicht viel besser als auf unbehandeltem 
Glas: Sie wurden von Glas bei 19/il/s, von der aktivierten Oberfläche bei 29/A/s 
abgelöst. Das Bindegewebe trennte sich von Glasobjektträgern bei 19^1/s, von den 
aktivierten Objektträgern dagegen erst bei 2500^1/s. Kolonepithel ließ sich in bei-
den Fällen bei niedrigen Geschwindigkeiten ablösen: von der unbehandelten Glas-
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Abb. 5. Haftfestigkeit des Pankreas auf unbehandeltem und auf Aminosilan-G1 utardialdehyd-
aktiviertem Glas. 
Oberfläche bei 19^1/s, vom Aminosilan-Glutardialdehyd-aktivierten Glas bei 39^1/s. 
Für die Tunica mucosae propria war aber beim aktivierten Objektträger eine etwa 
hundertmal höhere Strahlgeschwindigkeit erforderlich als beim unbehandelten Ob-
jektträger. Auch für Subnvukosa und zirkuläre Muskelschicht wurde durch die Ak-
tivierung eine verbesserte Haftung erzielt (Abb. 6—8). Die Ergebnisse waren über-
raschend gut reproduzierbar, wenn Schnit ts tärke, Inkubationszeit und Zusammen-
setzung des Inkubationsmediums nicht verändert wurden. 
In Kontrollversuchen wurden Objektträger nach dem gleichen Verfahren behan-
delt wie bei der Aktivierung mit Aminosilan und Glutardialdehyd, aber einmal 
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Abb. 7. Humanes Kolon auf Aminosilan - G1 utard iah leh yd-akt i v iertem Glas: a) nach 24 Stunden 
Inkubation in l'BS, b) nach zusätzlicher Bestrahlung mit 625//l PBS/s. 
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Abb. 8. Haftfestigkeit des Kolons auf unbehandeltem und auf Aminosilan-Glutardialdehyd-
aktiviertem Glas. 
wurde das Aminosilan (Glas-A0-G5) und einmal der Glutardialdehyd (Glas-A2-G0) weg-
gelassen (Abb. 9). Diese Objektträger zeigten keine wesentlichen Unterschiede im 
Vergleich zu unbehandeltem Glas (bei Glas-A 2-G 0 ließ sich für die Tunica mucosae 
propria kein ausreichend genauer Schwellenwert ermitteln, sie wurde bei Geschwin-
digkeiten zwischen 9 und 156 /il/s abgelöst). Blockierte man die freien Aldehyd-
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Abb. 0 Kontrollversuche zur Aktivierung der Glasoberfläche mit Aminosilan und Glutardialdehvd. 
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Abb. 10. a—c) Haftfestigkeit einiger Gewebe auf unterschiedlich aktiviertem Glas. 
gruppen der Aminosilan-Glutardialdehyd-behandelten Objektträger mit Ethanolamin 
(Glas-A.^ -GQ + Ethanolamin), dann wurde der Effekt der Aktivierung aufgehoben. 
Die Ergebnisse dieser Kontroll versuche unterstützen das in Abb. 1 dargestellte 
Konzept des Reaktionsmechanismus bei der Aktivierung mit Aminosilan und Glutar-
dialdehvd. Daß besonders das Bindegewebe so gut auf dem Aminosilan-Glutardial-
dehyd-aktivierten Glas haftet, ist eine weitere Bestätigung des Konzeptes: I m Binde-
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Abb. 11. Humane adulte Schilddrüse: a) Autoantikörper gegen Schilddrüsenmikrosomen, b) Be-
fund mit dem Serum eines Gesunden. 
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Abb. 12. Humane fetale Schilddrüse: Autoantikörper gegen Schilddrüsenmikrosomen. 
Abb. 13. Schilddrüse, Schwein: Autoantikörper gegen Schilddrüsenmikrosomen. 
Abi). 14. Schilddrüse, Ratte: Autoantikörper gegen Schilddrüsenmikrosomen. 
gewebe ist reichlieh Kollagen vorhanden, und dieses enthält als einziges Skieroprotein 
sehr viel Hydroxylysin (1,5%), dessen freie Aminogruppe für die Reaktion mit den 
Aldehydgruppen des aktivierten Objektträgers zur Verfügung steht. 
Die Meßwerte für die Haftfestigkeit der Pankreaszellen, des Kolonepithels und der 
Epidermis auf Objektträgern, die nach verschiedenen Verfahren aktiviert wurden, 
sind in Abb. 10a dargestellt. Die Ergebnisse für unbehandeltes und für Aminosilan-
Glutardialdehyd-aktiviertes Glas sind zum Vergleich noch einmal aufgeführt. Eine 
Behandlung der Objektträger mit Methacry 1 oxypropy 11rimethoxysi 1 an und dann mit 
Acrolein (Glas-Ma-Acrolein) verbesserte die Haftfestigkeit der Pankreaszellen und der 
Epidermis. Eine Behandlung der Glasoberfläche mit Trimethylchlorsilan (Glas-CH3) 
verringerte erwartungsgemäß die Haftfestigkeit. Die Besch iehtung mit Polylysin 
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Herkunft des Schilddrüsengewebes (Antigen) 
human human auton. auton. Struma Struma 
Antiserum adult fetal Adenom Adenom Basedow coli. Schwein Ratte 
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Abb. 15. Autoantikörper gegen SchiIddrüsenmikrosomcn bei Struma-Patienten. 
Abb. Humane adulte Nebenniere: a) Autoantikörper gegen Nebennierenrinde, b) Befund mit 
dem Serum eines Gesunden. 
(G1p-s-PL 0 i 1) eignete sieh für alle drei Strukturen. Eine zusätzliche Behandlung der 
polylysinaktivierten Objektträger mit 5% Glutardialdehyd (Glas-PL o a-G 5) führte 
zu keiner weiteren Verbesserung. Nach Aktivierung der Objektträger mit Acrolein 
oder mit Polylysin hafteten Tunica mucosae propria, Submukosa und Muskelschicht 
des Kolons wesentlich besser als auf unbehandeltem Glas, Trimethylchlorsilan führte 
dagegen auch hier zu einer Verschlechterung (Abb. 10b). Ebenso verhielten sich das 
Bindegewebe des Pankreas, das Schilddrüsengewebe und die Koriumschicht der 
Haut (Abb. 10c). 
Die mit Aminosilan und Glutardialdehyd aktivierten Objektträger wurden bereits 
bei vielen tausend Immunfluoreszenzuntersuchungen erprobt. Sie sind leicht herzu-
stellen und können mehr als sechs Monate lang aufbewahrt werden, ohne daß ihre 
Aktivi tät merkbar nachläßt . Seit wir sie einsetzen, kommt es praktisch nicht mehr 
vor, daß sich Gefrierschnitte bei der Inkubation ablösen, auch kritische Gewebe wie 
Pankreas, Lunge, Magen- und Darmschleimhaut haften immer zuverlässig. Durch 
die Aktivierung werden die Lmmunfluoreszenzergebnisse nicht beeinträchtigt. F]in 
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Abb. 17. Humane fetale Nebenniere: Autoantikörper gegen Nebennierenrinde. 
Abb. 18. Nebenniere eines Patienten mit Morbus Cushing: Autoantikörper gegen Nebennieren-
rinde. 
Abb. 19. Nebenniere, Schwein: Autoantikörper gegen Nebennierenrinde. 
Abb. 20. Nebenniere, Ratte: Autoantikörper gegen Nebennierenrinde. 
Abb. 21. Nebenniere, Katze: Autoantikörper gegen Nebennierenrinde, a) Nebennierenrinde, 
b) versprengte Zellen der Rinde im Nebennierenmark? 
Absättigen restlicher freier Aldehydgruppen nach dem Aufbringen der Gefrierschnitte 
ist überraschenderweise nicht erforderlich. 
Mit den Aminosilan-Glutardialdehyd-akti vierten Objektträgern wurde untersucht, 
wie gut sich verschiedene humane und tierische Gewebe für die Diagnostik mensch-
licher Autoantikörper eignen. Mit einer normalen Erwachsenenschilddrüse ergaben 
Autoantikörper gegen Schilddrüsenmikrosomen einen positiven Immunfluoreszenz-
test (Abb. I I a ; I I b zeigt die negative Kontrolle). Mit den Schilddrüsen eines humanen 
Fetus, eines Schweines und einer Ratte (Abb. 12—14) erhielt man bei positiven Reak-
tionen ähnliche Bilder. Gefrierschnitte verschiedener Schilddrüsen wurden benutzt, 
um in den Seren von 46 Patienten aus der Schilddrüsen-Sprechstunde Autoant ikörper 
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Abb. 22. Autoantikörper gegen Nebennierenrinde bei Morbus Addison. 
gegen Schilddrüsenmikrosomen zu bestimmen (Abb. 15). Die Antikörperkonzentra-
tion wurde durch Titration ermittelt, für Antikörpert i ter zwischen 1/10 und 1/3200 
wurden 1 bis 6 Punkte eingetragen. Aus dem Diagramm geht hervor, daß sich die 
Schilddrüsen menschlicher Herkunft gleichgut für den Autoantikörpernachweis eig-
nen. Die Morphologie war bei den pathologischen Organen allerdings meist deutlich 
schlechter. Die Schilddrüsen von Schwein und Ratte ergaben oft auch bei hoher 
Antikörperkonzentration schwache oder negative Ergebnisse. Vermutlich fehlen bei 
diesen Spezies einige der Antigene, die in der humanen Schilddrüse enthalten sind. 
Autoantikörper gegen Nebennierenrinde wurden mit einer normalen humanen 
Nebenniere nachgewiesen (Abb. 16a; die negative Kontrolle zeigt Abb. 16b) sowie 
mit Nebennieren eines humanen Fetus, eines Patienten mit Morbus Cushing, eines 
Schweines, einer Ratte, eines Kaninchens und einer Katze (Abb. 17—21). I m Neben-
nierenmark der Katze fielen vereinzelte Zellen auf, die eine gleichstarke positive 
Reaktion zeigten wie die Zellen der Nebennierenrinde (Abb. 21b). Bei 30 Patienten 
mit Morbus Addison und bei 30 gesunden Kontrollpersonen haben wir mit diesen 
Organen Autoantikörper gegen Nebennierenrinde bestimmt (Abb. 22). A m empfind-
lichsten war die Nebenniere des Cushing-Patienten: Mit ihr ließen sich in den Seren 
von 53% der Addison-Patienten Antikörper nachweisen, im Vergleich zu 44% mit 
der fetalen Nebenniere und 40% mit der gesunden Nebenniere eines Erwachsenen. 
Die Nebennieren von Schwein, Ratte, Kaninchen und Katze zeigten bei 40—27% 
der Addison-Patienten die Autoantikörper an. Keine der verwendeten Nebennieren 
ergab mit den Seren der Kontrollpersonen einen positiven Befund. Im Gegensatz zu 
den Schilddrüsen sind nach diesen Ergebnissen die Nebennieren der untersuchten 
Tiere in beschränktem Umfang für die Autoantikörper-Diagnostik geeignet, wenn 
kein humanes Gewebe zur Verfügung steht. 
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